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红掌毁灭炭疽菌的分子检测
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摘要 根据GenBank中炭疽属Colletotrichum 不同种的ITS序列差异,设计了毁灭炭疽菌Colletotrichum
destructivum 的特异性引物F1/ITS4,由此建立的PCR检测体系可以从80个毁灭炭疽菌菌株中扩增得到1条

486bp的特异性条带,而扩增其他近似或相关种的菌株时没有相应的特异性条带。该检测体系对毁灭炭疽菌基

因组DNA的扩增灵敏度达到10pg。将引物F1/ITS4与ITS区通用引物进行套式PCR扩增后,检测灵敏度至

少提高10000倍,每克土中含有200个毁灭炭疽菌分生孢子时即可检测出。进一步利用此检测体系对携带病原

菌的灌溉水、发病组织进行检测,均能快速准确地检测出病原菌。
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  红掌Anthuriumandraeanum 为天南星科花烛

属多年生草本植物,是世界名贵花卉。毁灭炭疽菌

Colletotrichumdestructivum 是引起红掌炭疽病的

病原之一。红掌自苗期至成株期均可发病,并以成

株期发病最重。研究发现红掌上至少存在2种炭疽

菌复合侵染(胶孢炭疽菌C.gloeosporioides和毁灭

炭疽菌),在发病初期准确检测炭疽菌种类,有利于

预测该病害的发生和进行有效防治。
核糖体基因ITS序列在真菌种间的高度变异

和种内的稳定性,为病原物的分子检测提供了理想

的靶序列[1]。廖晓兰等[2]依据获得的ITS序列设

计特异探针,建立了柑桔黄龙病病菌检测的实时荧

光PCR方法,并应用此方法对柑桔样品进行检测,
结果显示该检测方法具有快速、特异、敏感、重复性

好等优点;葛芸英等[3]利用16S-23SrDNA间的内

源转录间隔区通过多重比较设计特异引物,应用于

小麦苗枯病菌的快速、可靠检测;Martinez-Culebras
等[4]利用ITS序列设计出了炭疽属的检测引物。

Sreenivasprasad等[5]根据ITS序列,设计出C.acu-
tatum 的 特 异 性 检 测 引 物 CaInt2/ITS4。Cullen
等[6]根据ITS1和ITS2的序列,设计出C.coccodes
的特异性检测引物Cc1NF1/Cc2NR1。

笔者通过Colletetrichum 属的ITS序列设计出

C.destructivum 的特异性引物,旨在快速准确地检

测出C.destructivum,并与C.gloeosporioides等一

系列相近菌株区分开。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试菌株、寄主及来源详见表1。
1.2 DNA 的提取

采用CTAB法[7]提取基因组DNA;分生孢子

的收集、DNA的提取,参考邢红梅等[8]的方法进行;
土壤中病原菌DNA的提取,参考邢红梅等[8]的方

法进行;灌溉水中病原菌DNA的提取:从广州花卉

研究 中 心 各 基 地 采 集 水 样,各 水 样 取200 mL,

12000r/min离心10min,将沉淀物按CTAB法提

取DNA;发病组织DNA的提取,参考邢红梅等[8]

的方法进行。
1.3 引物设计与 PCR 扩增

1)引物设计。根据GenBank中Colletetrichum
属不同种的ITS序列间的差异,用PrimerPrimer5
软件设计 C.destructivum 的异性引物 F1/ITS4。
序列:F1,5′-CCGGAGCCCAGCTCCGGCG-3′;

ITS4,5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′。

2)常规PCR反应。25μLPCR反应体系包括

2.5μL10×PCR反应缓冲液、2μL2.5mmol/L
Mg2+、1.5μL2.5mmol/LdNTP、0.2μLTaq



  华 中 农 业 大 学 学 报 第30卷 

表1 供试菌株的寄主、来源、数量及其引物扩增特征

Table1 IsolatesofColletotrichumspp.andotherfungalisolatesusedtoscreentheprimers

种名
Species

寄主
Host

来源1)

Locality

数量
Numberof
isolates

扩增引物F1/ITS42)

Amplification
withprimers

毁灭刺盘孢C.destructivum 红掌 Anthuriumandraeanum 广州 Guangzhou 65 +
扬州 Yangzhou 1 +
南京 Nanjing 14 +

胶胞炭疽菌C.gloeosporioides 红掌 Anthuriumandraeanum 广州 Guangzhou 32 -
北京Beijing 4 -
南京 Nanjing 1 -
浙江Zhejiang 1 -

芸薹炭疽菌C.higgisianum 小白菜 Brassicachinensis FLNJAU 1 -
大豆炭疽菌C.truncatum 大豆Glycinmax FLNJAU 1 -
辣椒炭疽菌C.capsici 辣椒Capsicumannuum FLNJAU 1 -
香蕉炭疽菌C.musae 香蕉 Musanana FLNJAU 1 -
西瓜炭疽菌C.orbiculare 西瓜Citrulluslanatus FLNJAU 10 -
加拿大炭疽菌C.lindemuthianum 菜豆 Phaseolusvulgaris FLNJAU 10 -
高粱炭疽菌C.graminicola 拟金茅 Eulaliopsisbinata 杭州 Hangzhou 1 -
高粱炭疽菌C.graminicola 佩兰 Eupatoriumfortunei 杭州 Hangzhou 1 -
球炭疽菌C.coccodes 辣椒Capsicumannuum 宁夏 Ningxia 2 -
毛豆炭疽菌C.boninense 红掌 Anthuriumandraeanum 广州 Guangzhou 5 -
苎麻疫霉 Phytophthoraboehmeriae 棉花Gossyphumsp. FLNJAU 2 -
芋疫霉 P.colocasiae 芋头Colocasiuesculenta FLNJAU 1 -
致病疫霉 P.infestans 马铃薯Solanumtuberosum FLNJAU 1 -
苜蓿疫霉 P.medicaginis 苜蓿 Medicagosp. FLNJAU 1 -
大豆疫霉 P.sojae 大豆Glycinmax FLNJAU 1 -
尖孢镰刀菌Fusariumoxysporum 西瓜Citrulluslanatus FLNJAU 3 -
雪腐镰刀菌F.nivale 小麦 Triticumaestivum FLNJAU 2 -
禾谷镰刀菌F.graminearum 小麦 Triticumaestivum FLNJAU 2 -
串珠镰刀菌F.moniliforme 水稻Oryzasativa FLNJAU 1 -
串珠镰刀菌F.moniliforme 棉花Gossyphumsp. FLNJAU 1 -
茄镰刀菌F.solani 未知植物 Unknown 南京 Nanjing 2 -
镰刀菌Fusariumsp. 红掌 Anthuriumandraeanum 广州 Guangzhou 1 -
黑白轮枝菌Verticilliumalboatrum 棉花Gossyphumsp. FLNJAU 1 -
大丽轮枝菌V.dahliae 棉花Gossyphumsp. FLNJAU 1 -
灰葡萄孢 Botrytiscinerea 番茄Lycopersiconesculentum FLNJAU 1 -
灰葡萄孢 B.cinerea 葡萄Vitisvinifera FLNJAU 1 -
立枯丝核菌 Rhizoctoniasolani 大豆Glycinmax FLNJAU 2 -
立枯丝核菌 R.solani 香瓜Cucumismelo FLNJAU 1 -
拟盘多毛孢 Pestalotiopsissp. 红掌 Anthuriumandraeanum 广州 Guangzhou 1 -
稻瘟病菌 Magnaporthegrisea 水稻Oryzasativa FLNJAU 2 -
曲霉 Aspergillussp. 棉花Gossyphumsp. FLNJAU 1 -
棉壳二孢 Ascochytagossypii 棉花Gossyphumsp. FLNJAU 1 -
麦散黑粉菌Ustilagonuda 小麦 Triticumaestivum FLNJAU 1 -
小麦印度腥黑穗病菌 Tilletiaindica 小麦 Triticumaestivum FLNJAU 1 -
梨火疫病菌 Erwiniaamylovora 人参果Solanummuricatum DoctorHuBS 1 -
尾孢霉Cercosporasp. 女贞Ligustrumlucidum FLNJAU 1 -
玉米细菌性枯萎病菌 Pantoeastewartii 玉米Zeamays DoctorHuBS 1 -
栗疫病菌Cryphonectriaparasitica 板栗Castaneamollissima FLNJAU 1 -
番茄早疫病菌 Alternariasolani 番茄Lycopersicumeslulentum FLNJAU 1 -
黑斑病菌(交链胞)Alternariasp. 未知植物 Unknown FLNJAU 1 -
长柄链格孢 A.longipes 烟草 Nicotianatabacum 福建Fujian 1 -
蚕豆壳二孢 Ascochytafabae 蚕豆Viciafaba 福建Fujian 1 -

 1)FLNJAU:南京农业大学真菌实验室FungiLaboratoryofNanjingAgriculturalUniversity;

 2)+:具有引物F1/ITS4(486bp)的特异性扩增条带486bpproductsamplifiedbyprimersF1/F2;-:无扩增产物Noamplifiedproducts.

DNA聚合酶(5U/μL)、0.35μL引物(20μmol/L),
加入模板后用灭菌水补足体积。在PE2400PCR仪

上进 行 扩 增 反 应。反 应 参 数 设 置:94℃预 变 性

5min;94℃变性1min,58℃退火30s,72℃延伸

1min,共35个循环;最后72℃延伸7min。反应

结束后取8μL扩增产物于1%琼脂糖凝胶中电泳

30min(100V),在凝胶成像系统上检测并拍照。

3)套式PCR反应。以ITS区通用引物ITS1/

ITS4(5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′/5′-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′)作为第一

轮反应引物,反应体系同上。反应参数设置:94℃
预变性5min;94℃变性1min,55℃退火30s,

72℃延伸1min,共35个循环;最后72℃延伸

7min。然后取1μLPCR产物(适当稀释)为模板与
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引物F1/F2组合进行套式PCR,体系、程序均同常

规PCR反应。

2 结果与分析

2.1 引物 F1/ITS4 对 DNA 扩增的特异性

引物F1/ITS4只能从80个毁灭炭疽菌C.de-

structivum 菌株的DNA中特异地扩增出486bp的

条带(图1),而扩增后得到的101个其他供试菌株

的DNA及空白对照均无486bp的特异性条带,表
明该对引物具有种的特异性,通过分析对比可以将

毁灭炭疽菌C.destructivum 与其他近似种及相关

种区分开。

 M:2000bpDNAmarker;1:蒸馏水;2~10:广州菌株;11~17:南京菌株;18:扬州菌株L。1:Distilledwater;2-10:IsolatesofC.

destructivumfromGuangzhou;11-17:IsolatesofC.destructivumfromNanjing;18:IsolatesofC.destructivumfromYangzhou.

图1 特异性引物F1/ITS4扩增红掌毁灭炭疽菌的电泳图

Fig.1 AgarosegelelectrophoresisofPCR-amplifiedproductsusingspecificprimersF1/ITS4forC.destructivum

2.2 扩增基因组 DNA 灵敏度的检测

将毁灭炭疽菌株 C08的基因组 DNA 从100
ng/μL开始向下10倍稀释至1fg/μL,每浓度梯度

各取1μL为模板用特异性引物F1/ITS4进行常规

PCR扩增。结果表明:在25μL的反应体系中含有

10pg的基因组DNA时仍可稳定地扩增到486bp
的特异性条带(图2-a)。

采用引物ITS1/ITS4与F1/ITS4组合进行套

 a:常规PCR扩拉不同量基因组DNA的灵敏度检测;

b:以引物ITS1/ITS4和F1/ITS4组合进行套式PCR反

应的结果。a:RegularPCRwithprimersF1/ITS4using

differentquantityofDNA;b:NestedPCRwithprimers

ITS1/ITS4forthefirstroundofamplificationandprimers

F1/ITS4forthesecondroundamplification.M:DNA

marker;1~12:分别为25μL的反应体系中含有100ng、

10ng、1ng、100pg、10pg、1pg、100fg、10fg、1fg、100ag、

10ag、1ag量的DNA的扩增结果。1-12:Productsampli-
fiedDNAatquantityof100ng,10ng,1ng,100pg,10

pg,1pg,100fg,10fg,1fg,100ag,10ag,1agina25

μLPCRreactionsystemrespectively.

图2 引物F1/ITS4扩增毁灭炭疽菌

基因组DNA的灵敏度检测

Fig.2 SensitivityofprimersF1/ITS4fordetection
ofC.destructivumgenomicDNA

式PCR。结果显示,套式PCR产物量与常规扩增

的PCR产物量相比有明显提高,能使扩增不出条带

的样品产生明显的条带(图2-a、图2-b),灵敏度至

少提高了10000倍,可以满足检测的需求。
2.3 菌株分生孢子灵敏度的测定

将红掌毁灭炭疽菌菌株C08的分生孢子计数,
将孢子浓度定为106个/μL后提取DNA,并按10的

数量级稀释到1个/μL的DNA。结果显示,在25

μL反应体系中含有10个分生孢子的DNA量时可

检测到特异性的扩增条带(图3-a)。将5.6×107个
孢子与1g灭菌土混匀后提取DNA,将终产物以

56μL灭菌水溶解。同样以10的数量级稀释到1个

 a:引物F1/ITS4扩增不同数量分生孢子DNA的结果;

b:相应地从土壤中提取的分生孢子DNA的扩增结果。

a:PCRwithprimersF1/ITS4usingdifferentquantityof

conidiaDNA;b:AmplifiedproductwiththeconidiaDNA

extractedfromsoil.M:DNAmarker;1~8:分生孢子数

量分别为106、105、104、103、102、101、100、0。1-8:Number

ofconidiawas106,105,104,103,102,101,100,0.

图3 红掌毁灭炭疽菌分生孢子的灵敏度检测

Fig.3 SensitivityofPCRusingprimersF1/ITS4
forC.destructivum DNAfromconidia
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孢子/μL的DNA,每浓度梯度取1μL为模板进行

引物F1/ITS4的PCR扩增。结果显示,在25μL
反应体系中含有102个分生孢子的DNA量时可检

测到特异性的扩增条带(图3-b)。
2.4 灌溉水中毁灭炭疽菌的检测

从广州花卉研究中心各基地(花都、从化、芳村)
采集水样,用毁灭炭疽菌的特异性引物F1/ITS4进

行扩增。结果表明:从化高山、花都、芳村本部基地

灌溉水中都检测到该病原菌(图4),这与从各基地

病株上都分离到毁灭炭疽菌的结果相同。

 M:DNA marker;1:蒸馏水;2:毁灭炭疽菌基因组

DNA;3~5:从化、花都、芳村各地水样。1:Distilledwa-
ter;2:C.destructivum;3-5:WatersamplesfromCong-
hua,HuaduandFangcun.

图4 引物F1/ITS4扩增广州花卉各基地水样的电泳图

Fig.4 AgarosegelelectrophoresisofPCR-amplified

productsusingspecificprimersF1/ITS4for
watersamplesfromGuangzhou

2.5 植物组织中毁灭炭疽菌的快速检测

以C.destructivum 基因组 DNA 作为阳性对

照,用常规PCR检测,阴性对照(健康植株基因组

DNA)以套式PCR检测。结果显示:套式PCR扩

增红掌的健康叶片以及感染有C.gloeosporioides
的红掌叶片均无扩增条带(图5泳道1、3、4、5),而
发病初期表现褪绿症状、具有典型症状以及同时感

染了C.gloeosporioides和C.destructivum 的叶片

经常规PCR扩增后均检测到了病原物(图5泳道

6、7、11)。同时,从大棚内随机采集具炭疽病症状的

病叶和佛焰苞片提取基因组DNA,以常规PCR检

测。结果显示:其中1叶片检测到C.destructivum
(图5泳道8),其他叶片和佛焰苞片均未扩增到486
bp的片段(图5泳道9、10),后经分离试验及检测,
表明此植株已被C.gloeosporioides侵染。

3 讨 论

研究证明ITS序列在真菌物种内菌株间是高

度保守的,该区域DNA核苷酸序列差异比较有助

于相 似 种 的 鉴 别[9],现 已 有 不 少 应 用ITS研 究

Phytophthora[10]、Pythium[11]、Verticillium[12]、

Fusarium[13]、Botryosphaeria[14]、Hypoxylon[15]

和Colletotrichum[16]等真菌鉴别和检测的报道。

 M:DNAmarker;1:健康植株;2:毁灭炭疽菌;3,4:感染有胶孢炭疽菌初发病的植株;5:浸染有胶孢炭疽呈典型发病症状的植株;

6,7:分别为感染毁灭炭疽菌表现早期症状的植株和具典型症状的植株;8~10:田间随机采集的病株;11:同时感染了胶孢炭疽和毁灭

炭疽的病株。1:Healthyplant;2:C.gloeosporioides;3,4:LatentinfectedplantbyC.gloeosporioides;5:DiseasedplantbyC.gloeospo-
rioides;6,7:LatentinfectedplantbyC.destructivum;8-10:Diseasedplantcollectedfromthefield,randomly;11:Diseasedplantinfected

bothbyC.gloeosporioidesandC.destructivum.

图5 引物F1/ITS4扩增发病植株DNA的电泳图

Fig.5 AgarosegelelectrophoresisofPCR-amplifiedproductsusingspecificprimersF1/ITS4
forDNAextractedfromdiseasedplants

  笔者根据GenBank中登录的炭疽属33个种的

ITS序列差异设计了引物F1/ITS4,建立的PCR检

测体系能区分C.destructivum 和其他Colletotri-
chumspp.,从而具有种的特异性;检测C.destruc-
tivum 基因组DNA的灵敏度可达到10pg,通过套

式PCR检测灵敏度至少可提高10000倍,灵敏度

达到1fg,可以满足实际需求,仅有10个分生孢子

该引物即能检测出来。从土壤中提取病原菌DNA
会有不同程度的损失,本试验中每克土仅存200个

分生孢子时即可被检测出。进一步利用该检测体系

对携带病原菌的灌溉水、发病组织进行检测,均能快

速准确地检测出病原菌。该方法可以在病害潜伏期

和初发期进行病菌DNA的PCR扩增,为红掌炭疽

发病植株的病害诊断提供科学依据。
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MoleculardetectionofColletotrichumdestructivuminAnthuriumandraeanum

XINGHong-mei1,2 DINGPing2 WANGKe-rong2 ZHOUXiao-yun1

1.GuangzhouFlowerResearchCenter,Guangzhou510360,China;
2.CollegeofPlantProtection,NanjingAgriculturalUniversity,Nanjing210095,China

  Abstract ColletotrichumdestructivumisthepathogenofanthracnoseinAnthuriumandraeanum.
Basedoninternaltranscribedspace(ITS)sequencesofColletotrichumgenus,apairofspecificprimers
(F1andITS4)todetectC.destructivumwassynthesized.TheprimersetsamplifiedasinglePCRband
of486bpwithDNAextractedfromC.destructivumisolatedfromA.andraeanum,whileotherrelative
strainswithindifferentspecieshadnocorrespondingband.Thedetectionsensitivitywas10pgofge-
nomicDNA.WhenusingITS1/ITS4asthefirstroundprimesandF1/ITS4asthesecondroundprimes,

thedetectionsensitivityincreased10000-foldto10fg.Thedetectionsensitivityforthesoilpathogens
was200-conidiapergramsoil.ThePCR-basedmethoddevelopedherecouldstablyandquicklydetect
thepathogenfromwatersamplesanddiseasedplants.

Keywords Colletotrichumdestructivum;Anthuriumandraeanum;moleculardetection;nestPCR
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